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RESUMEN

El estrato cérneo es la capa mas externa de la epidermis y el principal
responsable de la funcién barrera de la piel. Su matriz lipidica, formada principalmente
por ceramidas, colesterol y acidos grasos libres, presenta una organizacion altamente
ordenada que limita la pérdida de agua y la entrada de sustancias externas. En este
trabajo se analiza, mediante dinamica molecular, un sistema lipidico representativo del
estrato cérneo compuesto por 400 lipidos y simulado durante 800 ns. Los resultados
muestran una autoorganizacion en una bicapa estable, con baja difusion normal,
elevado empaquetamiento y una clara separacidn entre regiones polares e
hidrofébicas. Estos resultados justifican la capacidad protectora de esta capa
epidérmica, relacionandola directamente con su estructura, y muestran el potencial de
la dinamica molecular para el disefio de estrategias biotecnoldgicas y formulaciones

de reparacion cutanea.

Palabras clave: estrato corneo; dindmica molecular; ceramidas; autoorganizacion;
matriz lipidica; difusion.

ABSTRACT

The stratum corneum is the outermost layer of the epidermis and the main
contributor to the skin barrier function. Its lipid matrix, mainly composed of ceramides,
cholesterol and free fatty acids, shows a highly ordered organization that limits water
loss and the entry of external compounds. In this study, a representative lipid system
of the stratum corneum composed of 400 lipids was studied by molecular dynamics
over 800 ns. The results show self-organization into a stable bilayer, with low normal
diffusion, high lipid packing and a clear separation between polar and hydrophobic
regions. Overall, these results connect the molecular organization of the lipid matrix
with the skin barrier function and highlight the relevance of molecular dynamics for the
design of biotechnological strategies and skin repair formulations.

Keywords: stratum corneum; molecular dynamics; ceramides; self-organization; lipid

matrix; diffusion.
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1. INTRODUCCION

1.1. La funcién del estrato cérneo en el contexto de la estructura de la piel

La piel es el érgano del cuerpo de mayor extension, suponiendo una barrera
multifuncional de los organismos, radicando su efectividad en su estructura [1]. Las
células caracteristicas de la piel son los queratinocitos, que se diferencian para
transformarse en corneocitos. Constituida por hipodermis, dermis y epidermis, esta
ultima es la principal responsable de la funcion protectora, al tratarse de una barrera
fisica, microbiologica e inmunoldgica. Se caracteriza por contar con varias capas

donde se distingue la diferenciacién de los queratinocitos en corneocitos:

e Estrato corneo (SC): capa mas externa y superficial de la epidermis, compuesta
por capas de células muertas, los corneocitos anucleados, que forman la barrera
fisica principal. Los lipidos caracteristicos son ceramidas, colesterol y acidos
grasos libres.

e Estrato granuloso (SG): Se situa inmediatamente debajo del estrato cérneo, en
esta capa los queratinocitos contienen granulos de queratohialina y cuerpos
lamelares antes de su diferenciacion terminal. Los lipidos que conforman esta capa
son las glucosilceramidas, esfingomielinas, sulfato de colesterol y acilgliceroles.

e Estrato espinoso (SS): Es la capa intermedia donde los queratinocitos comienzan
su proceso de diferenciacion y movimiento hacia la superficie. Esta capa se
caracteriza por contar con fosfolipidos y produccion de ceramidas.

e Estrato basal (SB): Es la capa mas profunda de la epidermis, donde se encuentran
las células en constante divisidn (proliferacion) que daran lugar a las capas
superiores. Su composicion destaca por la presencia de fosfolipidos y
triacilgliceroles.

e Membrana basal (MB): estructura que sirve de limite y unién entre la epidermis y

la dermis.

Este trabajo se ha centrado en el estudio mediante dinamica molecular del
estrato coérneo, principal responsable de la funcién protectora de la piel. Esta
importancia en la proteccion esta estrechamente relacionada con su estructura, muy
caracteristica al no contener fosfolipidos, principales lipidos de membrana del

organismo.
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Figura 1. Esquema de la estructura de la piel y sus principales funciones de
barrera (fisica, microbiologica e inmunologica), la organizacion de las capas
cutaneas (epidermis, dermis e hipodermis), la pérdida de agua transepidérmica
y los cambios en la composicion lipidica durante la diferenciacion epidérmica.

1.2. Estructura del estrato cérneo

El estrato corneo es el unico componente de la capa mas externa de la
epidermis, compuesta por células muertas, con un grosor de entre 10 y 20 ym. La
estructura de esta capa se describe mediante el modelo de "ladrillos y mortero®, donde
los corneocitos (75-80% en masa) representan los ladrillos, y la matriz lipidica
intercelular (5-15%) [2] actua como el mortero que los une [3]. Los corneocitos son las
células muertas llenas de agua y queratina microfibrilar, rodeadas de un envoltorio
cornificado, que consiste en una capa densa de filagrina, loricrina e involucrina
entrecruzadas. A esta envoltura se asocia una monocapa de lipidos apolares,
denominada envoltura lipidica, que contribuye a la organizacién de las capas lipidicas
intercelulares [4].

La formacién adecuada de esta estructura es esencial para el ensamblaje de la
matriz lipidica, que constituye la Unica via continua a través del estrato cérneo, lo que
la convierte en el determinante clave de la limitada permeabilidad y la difusion de
sustancias a través de la piel [5]. Una alteracion en la envoltura o en la matriz lipidica
compromete la permeabilidad cutanea, dando lugar a una barrera defectuosa. La
matriz lipidica intercelular constituye, por tanto, el principal y mas relevante elemento

responsable de la difusién y penetracion de sustancias a través del estrato corneo [4].
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Figura 2. Organizacion estructural del estrato corneo humano. Representacion del
modelo de ‘ladrillos y mortero” con corneocitos rodeados por una matriz lipidica
extracelular, junto con las posibles organizaciones laterales de los lipidos
(ortorrombica, hexagonal y liquida) y la organizacion lamelar con las fases LPP y SPP.

Los lipidos de la matriz intercelular del estrato corneo se autoensamblan en una
organizacion lamelar de varias capas altamente organizada, que presenta dos fases
coexistentes:

e Fase de Periodicidad Corta (SPP): con una distancia de repeticion (el grosor de la
bicapa mas el espacio entre bicapas) de aproximadamente 6 nm. Contiene una
menor fraccion de ceramidas y colesterol que la LPP.

e Fase de Periodicidad Larga (LPP): con una distancia de aproximadamente 13 nm,
considerada esencial para una funcidén barrera competente. Esta formada por
ceramidas y colesterol, y especificamente estabilizada por las ceramidas de la

subclase acilceramidas (EO).



Las acilceramidas se sintetizan a partir de acidos grasos w-hidroxilados de
cadena ultra larga (ULCFA) que se esterifican con acido linoleico en la posicion w y
su biosintesis es un sello distintivo de la diferenciaciéon de los queratinocitos; la falta
de estas ceramidas o de los acidos grasos de cadena ultra larga necesarios para su
formacion provoca un deterioro severo de la funcion de barrera, como ocurre en ciertas

ictiosis congénitas o en la dermatitis atépica [6].

Como se puede apreciar, la presencia de acidos grasos libres no es
indispensable para la formacién de estas fases lamelares, ya que estan regidas por
las ceramidas. De igual manera, la proporcién de colesterol/ceramidas (CHOL/CER)
no es crucial para el comportamiento de la fase lamelar. La independencia de la
formacion lamelar respecto a los acidos grasos libres (FFA) y a la ratio CHOL/CER
sugiere que la matriz lipidica del SC es un sistema dirigido por ceramidas [3].
Biofisicamente, este hecho se explica porque el esqueleto estructural de la barrera lo
constituyen las ceramidas de cadena ultra larga, especialmente las ceramidas EO, las
cuales definen el espesor de la bicapa, principalmente en las LPPs. El colesterol y los
acidos grasos libres actuan como moduladores secundarios: el primero regula la
fluidez aportando rigidez debido a su nucleo voluminoso, mientras que los FFA
favorecen el empaquetamiento lateral de las cadenas y contribuyen a limitar la
permeabilidad. Por tanto, aunque las ceramidas constituyen un componente
estructural esencial, la arquitectura y las propiedades de la barrera dependen de la

interaccién conjunta entre las tres principales clases lipidicas [4].

En el plano lateral, los |lipidos adoptan predominantemente un
empaquetamiento ortorrombico (cristalino), que es el mas denso y empaquetado,
limitando el movimiento molecular y la permeabilidad. Una menor cantidad de lipidos
estd empaquetada en una fase menos densa, de conformacion hexagonal. Esta
organizacion es tipica de las capas mas externas del estrato cérneo, probablemente
debido a la interaccion de los lipidos que ejercen la funciéon protectora con las
secreciones sebaceas de la superficie de la piel, de acuerdo con estudios realizados
empleando radiacion infrarroja [4].



1.3. Composicion unica de la matriz lipidica intercelular del SC

A diferencia de otras membranas bioldgicas y otras capas de la epidermis, la
matriz lipidica del SC se caracteriza por la ausencia total de fosfolipidos. Su
composicion es una mezcla unica tricomponente de ceramidas, colesterol y acidos
grasos libres, que se encuentran en una proporcion molar cercana a 1:1:1 [4]. En
cuanto a composicion en masa, esta mezcla se distribuye aproximadamente en un
50% de ceramidas, un 25-27% de colesterol y un 10-15% de acidos grasos libres. La
complejidad quimica del sistema se ve complementada con lipidos minoritarios, como
los ésteres de colesterol (10%) [2]. Esta organizacion especifica permite la formacion
de una estructura lamelar en fase de gel, la cual constituye el principal factor limitante
para la difusidbn de agua y solutos a través de la piel, ya que esta fase presenta una
permeabilidad significativamente menor que cualquier mezcla lipidica no ordenada [7].
Dentro de esta mezcla, las ceramidas presentan una heterogeneidad excepcional, con
unas 25 subclases identificadas. Son de especial importancia las ceramidas EO, como
la acilceramida con esfingosina (EOS), que poseen una cadena de acido graso de
longitud ultra larga esterificada con acido linoleico [3]. La presencia de estos lipidos
de cadena muy larga o ultra larga es vital para conferir rigidez estructural y asegurar
la estabilidad de la barrera cutanea. En esta mezcla el colesterol, al superar un umbral
de solubilidad (proporcion molar > 0.5), tiende a segregarse en una fase cristalina
separada, contribuyendo a la estabilidad termodinamica del sistema, y dificil de

observar en otras membranas bioldgicas [8].

Asimismo, la complejidad del estrato cérneo se ve acentuada por la presencia
de lipidos minoritarios como los ésteres de colesterol (~10%), sulfato de colesterol y
acil-O-ceramidas, que, aunque presentes en menor cantidad, aumentan la
hidrofobicidad global del cemento intercelular [2, 4, 8]. A diferencia de los modelos
simplificados de laboratorio, las ceramidas enddgenas presentan una gran diversidad
no solo en sus cadenas acilo, sino también en sus bases esfingoides, incluyendo
longitudes de C20 y C22 y cadenas de carbono impares, lo que genera una red de
interacciones moleculares mucho mas heterogénea vy resiliente [6]. La cohesion esta
favorecida por el estado de protonacion de los acidos grasos libres, dado que su pKa
aparente en estas mezclas es inusualmente elevado (6,2-7,3), la mayoria permanecen
sin carga al pH acido de la superficie cutanea (pH = 5), lo que minimiza la repulsion

electrostatica entre las cabezas polares y promueve el mantenimiento de la bicapa [9].
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1.4. Alteraciones del SC

Se ha comprobado que un aumento en el pH del SC afecta negativamente a
las funciones de barrera permeable y microbioldgica, induciendo inflamacion e
irritacion, relacionandose asi con la patologia de la dermatitis atdpica. Por ello resulta
necesario mantener un pH constante, que se mantiene equilibrado por la presencia
de acidos grasos libres o acido urocanico (derivado de la degradacion de la filagrina).
Respecto al envejecimiento cutaneo, este se manifiesta mediante una reduccion
critica en la concentracion de los tres pilares lipidicos fundamentales: ceramidas,
colesterol y acidos grasos libres. Esta degradacion cuantitativa, que representa
aproximadamente un tercio menos de masa lipidica total en comparacién con la piel
joven, constituye la base de las anomalias estructurales observadas en las

membranas intercelulares del estrato corneo senescente.

Ademas, se observan cambios especificos en las ceramidas del estrato corneo,
como una disminucion en la ceramida 2 (N-lignocerilesfingosina) y un aumento en la
ceramida 3 (acido graso N-acilo no hidroxilado y fitoesfingosina) dentro de la epidermis
envejecida [10]. Si bien las bases moleculares de estos hallazgos relacionados con la
edad se han explorado parcialmente, los posibles mecanismos incluyen aberraciones
en las proteinas de unién al elemento regulador de esteroles, las cuales regulan la
sintesis de colesterol y acidos grasos, y la disrupcion de las vias de sefalizacion que

regulan la via metabdlica de los lipidos epidérmicos [11].

1.5. Nuevos abordajes sobre la estructura del estrato cérneo

El modelo tradicional de ladrillos y mortero ha sido recientemente ampliado por
una perspectiva biofisica que propone que la formacion del estrato cérneo esta
gobernada por la separacion de fases liquido-liquido (LLPS) [12]. En este abordaje,
cuando la filagrina, proteina que conforma el envoltorio cornificado de los corneocitos
y se encuentra intrinsecamente desordenada, alcanza una concentracion critica en la

capa granular, forma condensados dinamicos de queratohialina.



Este proceso de condensacion y su posterior disolucion, regulada por cambios
bruscos en el pH intracelular, es fundamental para la corneoptosis, proceso de muerte
celular programada de los queratinocitos para producir corneocitos, permitiendo la
remodelacion masiva del citoplasma y el aplanamiento celular que da lugar a la
arquitectura lamelar de la barrera. La relevancia de esta perspectiva radica en que
aporta nueva informacion sobre como la filagrina dirige activamente la remodelacién
celular y la cornificacion para generar la barrera cutanea. También permite
reinterpretar enfermedades como la dermatitis atdpica o la ictiosis vulgar, donde las
mutaciones patogénicas alteran las fronteras de fase o las propiedades viscosas de
los condensados de filagrina. De este modo, la LLPS proporciona un marco
termodinamico unificado que explica como la organizacién autbnoma de proteinas y
lipidos genera una barrera cutanea dinamica y capaz de responder a variaciones

ambientales de temperatura y humedad [12].

1.6. Justificacion del estudio in silico

Independientemente de los avances en técnicas como la difraccion de rayos X

o de neutrones, estas metodologias proporcionan unicamente informacion sobre
"promedios" de la estructura, presentando limitaciones para resolver la disposicion
molecular precisa de cada componente en sistemas tan complejos. La dinamica
molecular (DM) surge como una herramienta fundamental para estudiar el SC in silico,
ya que permite obtener detalles a nivel atdbmico de las configuraciones lipidicas y su
dinamica. La DM facilita la observacion de interacciones especificas, como los
patrones de puentes de hidrégeno y la orientacion de las cadenas, que son imposibles
de capturar experimentalmente pero que dictan la eficacia de la barrera cutanea. La
utilizacion de simulaciones facilita la observacion detallada de interacciones
especificas, tales como:

e Patrones de puentes de hidrégeno: la DM permite cuantificar y comparar la
formacion de redes de hidrogeno tanto entre lipidos como con el agua, una
interaccién critica para la cohesion y estabilidad térmica de la barrera que es
extremadamente dificil de aislar experimentalmente.

e Orientacion y empaquetamiento de las cadenas: a través de la simulacion, es
posible determinar con precision el angulo de inclinacién, la interdigitacién de las

cadenas hidrocarbonadas y los parametros de orden.
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e Dinamica de segregacion: permite monitorizar como la composicion lipidica unica
del SC (basada en ceramidas, colesterol y acidos grasos libres, con ausencia de

fosfolipidos) influye en la formacién de dominios y en la fluidez del sistema.

Finalmente, el modelado computacional permite evaluar hipoétesis estructurales —
como los modelos de bicapas extendidas— en un entorno controlado, proporcionando
una base teorica sdélida para interpretar los datos experimentales y disefar nuevas

estrategias biotecnologicas para la reparacion de la barrera cutanea [8].

1.7. Objetivos del TFG

El objetivo principal de este TFG es analizar la reorganizacion molecular y la
distribucion lateral de los lipidos del sistema tras la simulacion, relacionando su
localizacion y empaquetamiento con las propiedades estructurales de la matriz lipidica
del estrato corneo. Asimismo, se estudia la posible formacion de dominios y se
exponen las principales aplicaciones biotecnolégicas de la dinamica molecular en el

estudio de la barrera cutanea.

Para ello, se analizan las variaciones locales del grosor de la bicapa y su posible
relacion con la composicion, el empaquetamiento y la interdigitacion de los lipidos,

con el fin de caracterizar la heterogeneidad estructural del sistema.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Simulacién de dinamica molecular

Se realizo el estudio del estrato corneo mediante simulaciones de dinamica
molecular de todos los atomos sin restricciones utilizando el software NAMD 2.14.
Para la descripcion de los lipidos se emplearon los campos de fuerza CHARMM36.
Todas las simulaciones se llevaron a cabo en el conjunto isobarico-isotérmico (NPT),
manteniendo una presion constante de 1 atm y una temperatura de 310 K. El paso de
integracion temporal se fijo en 1 fs. Las coordenadas del sistema se grabaron para su
posterior analisis cada 10.000 pasos (equivalente a un intervalo de 10 ps 0 0,01 ns

por imagen) [13].

Nombre Acidos grasos Numero total Porcentaje (%)

Colesterol (total 100)

CHOL (Colesterol) 100 25%
Acidos grasos (total 100)

PAL (Acido Palmitico) (16:0) 2 0.5%
STE (Acido Estearico) (18:0) 4 1%
ARA (Acido Araquidénico) (20:0) 8 2%
BEH (Acido Behénico) (22:0) 46 11.5%
LIGN (Acido Lignocérico) (24:0) 40 10%
Ceramidas (total 200)

CERS3 (Ceramida 3) (18:0/ 24:0) 68 17%
CER®6 (Ceramida 6) (18:0/ 24:0) 68 17%
CER200 (Ceramida 200) (18:1/20:0) 16 4%
CER220 (Ceramida 220) (18:1/22:0) 16 4%
CER240 (Ceramida 240) (18:1/24:0) 16 4%
CER241 (Ceramida 241) (18:1/24:1) 16 4%

Total lipidos: 400

Total lipidos por monocapa: 200

Tabla 1. Composicion y distribucion de las especies lipidicas del sistema, indicando el
numero total de moléculas y su porcentaje relativo.
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La temperatura se mantuvo constante mediante la dinamica de Langevin, con
un coeficiente de amortiguamiento y de 0,5 ps~'. La presion se controlé a través del
método de Langevin de Nosé-Hoover. Para el calculo de las interacciones
electrostaticas de largo alcance, se utilizé el método PME (Particle Mesh Ewald) con
condiciones periddicas de contorno. Las interacciones no enlazadas se cortaron a una
distancia de 12 A, aplicando una funcion de suavizado a partir de los 10 A. Antes de
la trayectoria de produccidn, todos los sistemas se sometieron a una minimizacion de
energia (150.000 pasos) para eliminar contactos atdmicos desfavorables, seguida de
una fase de equilibrado de 10 ns. Los lipidos en las membranas se distribuyeron de
manera aleatoria, con el fin de estudiar la disposicién aleatoria final. El sistema se
hidraté con un exceso de agua (14.836 moléculas de agua modelo TIP3P), resultando
en un sistema total de 84.672 atomos. Las dimensiones iniciales de la caja de
simulacion, de tipo tetragonal, fueron de aproximadamente 95.17 A en los ejes x e y,
con una longitud de 100 A en el eje z. La normal de la bicapa se situ6 paralela al eje
z. La proporcion molar lipidica fisiolégica es cercana a 1:1:1 [4], aunque con una sutil
mayor cantidad de ceramidas. En cambio, en el sistema empleado la proporcion
lipidica CER:CHOL:FFA es de 2:1:1, al tratarse de una simplificacion con la diversidad
lipidica esencial y enfocada en reforzar el analisis del rol esencial que desempefan

las ceramidas.

2.2. Sistema simulado del SC

Las bicapas lipidicas se construyeron utilizando el servidor web CHARMM-GUI.
Los sistemas se prepararon en un entorno electrostaticamente neutro, incluyendo
NaCl en condiciones fisioldgicas (150 mM) y un exceso de agua, empleando el modelo

TIP3P para las moléculas de agua.

La geometria del sistema consistié en una caja rectangular donde la normal de
la bicapa se situdé paralela al eje z, mientras que la superficie de la membrana
constituyo el plano x-y. Se permitié que la altura de la caja de simulacion y el area de
la seccion transversal fluctuaran de manera independiente. Se aplicd un control de
presion por separado e independiente para las direcciones lateral y normal al plano

de la membrana [14].

13



Figura 3. Representacion de las distintas especies lipidicas del sistema (1.ARA
2.BEH 3.LIGN 4.PAL 5.STE 6.CER3 7.CER6 8.CER200 9.CER220 10.CER240
11.CER241 12.CHOL) con el atomo O1 resaltado en rojo en cada molécula.

Los lipidos se dispusieron inicialmente de manera aleatoria en un sistema
organizado y simétrico. En esta configuracion, las cabezas polares se disponen en
contacto con el agua del sistema, y las colas hidrofébicas se orientan hacia el interior
de la membrana. Se puede apreciar la formacién de dos monocapas de grosor idéntico

y constante, con todos los lipidos perpendiculares al eje central de la bicapa.

Esta disposicion inicial (Figura 4) es una representacion a partir de la cual
evoluciona el sistema, en ningun caso se trata de la estructura real del estrato cérneo.
El objeto de estudio sera la organizacion autbnoma espontanea de estas moléculas,
con el fin de analizar la posible formacion de dominios y la estructura real del estrato

cérneo en la piel.
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Figura 4. Organizacion inicial del sistema en dos monocapas simétricas y de grosor

idéntico y constante.

2.3. Analisis de la trayectoria

Para el procesamiento, analisis y visualizacidén de las trayectorias de dinamica
molecular, se utilizé el software VMD (Visual Molecular Dynamics). La duracion total
de la simulacion fue de 800 ns, y la fase de analisis de resultados comprende los
ultimos 30 ns de simulacion, pues tiene lugar cuando se considera que el sistema se
ha estabilizado y ha alcanzado el estado estacionario. Este analisis se complementd
con diversos scripts personalizados y el uso de complementos especializados
integrados en VMD:
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1. Parametros de orden y empaquetamiento: El Sco se calculé sistematicamente
para caracterizar la fluidez y el orden de las cadenas hidrocarbonadas. Un valor
de 0 indica un desorden completo, mientras que un valor de 0,5 representa un
orden total a lo largo de la normal. En casos de desorganizacion extrema, como
en la formacién de poros, valores negativos altos indican que las moléculas se

orientan de forma paralela a la superficie de la membrana.

2. Analisis de puentes de hidrégeno y contactos: Los puentes de hidrégeno se
definieron siguiendo criterios geométricos: una distancia menor de 3 A entre los
atomos aceptor y donador, y un angulo aceptor-H-donador de al menos 150°.
Ademas, se determino la frecuencia de contactos moleculares y la probabilidad de
interaccion entre residuos especificos y tipos de lipidos utilizando herramientas de

Voronoi y triangulacion de Qhull para el célculo de areas superficiales.

3. Dinamica de difusién: Los coeficientes de difusién, tanto en el plano lateral (x-y)
como en la direccion normal (z), se calcularon mediante el complemento Diffusion
Coefficient Tool de VMD. Este analisis permiti6 comparar la movilidad de los

componentes bioactivos frente a la de los lipidos de la membrana.

4. Localizacion y perfiles de densidad: se determiné la localizacién precisa de las

moléculas y sus atomos especificos a lo largo del eje z con los siguientes métodos:

4.1. Perfiles de densidad de masa: Calculados habitualmente mediante el
plugin Density Profile Tool de VMD, permitiendo observar la distribucién de los

diferentes atomos de las moléculas.

4.2. Centro de masas (COM): Se monitorizo la variaciéon temporal del COM de
las moléculas para evaluar su grado de insercion y movimiento relativo durante

los 800 ns de simulacion.

4.3. Promediado temporal: Los datos estructurales y de densidad se obtuvieron
promediando las configuraciones adoptadas por el sistema cuando alcanzo el

estado estacionario.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Centros de masas (COM)

El seguimiento del centro de masas de cada lipido a lo largo del eje z permite
evaluar la estabilidad de la arquitectura lamelar y la profundidad de insercién de cada
componente durante los 800 ns de simulacion. Las trayectorias reflejan una bicapa sin
alteraciones significativas, donde la mayoria de los lipidos permanecen confinados en
su monocapa de origen, representados por bandas de densidad bien definidas a una
distancia de aproximadamente z = 20 A del centro de la membrana. No obstante, en
los componentes de cadena mas corta (acido araquidénico y palmitico) y en el
colesterol, se identifican eventos puntuales en los cuales las moléculas cruzan el plano
central (z = 0 A) sin integrarse en la capa opuesta. Cabe destacar que en el caso del
acido estearico, que tiene una cadena corta, aunque no cruza el plano central, se
aprecia mas fluctuaciéon en la sefial, evidenciando una mayor movilidad. Este
dinamismo es notablemente inferior en las ceramidas de cadena muy larga, cuyas
trayectorias permanecen planas y constantes, lo que respalda su funcion como
anclajes que limitan la movilidad transversal y mantienen el espesor lamelar necesario

para la integridad de la barrera cutanea (Figura 5).
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Figura 5. Variacion de la distancia COM de la molécula entera en el eje z (tomando
como referencia el centro de la membrana) para cada lipido del sistema: (A) ARA (B)
BEH (C) LIGN (D) PAL (E) STE (F) CER3 (G) CER6 (H) CER200 (I) CER220 (J)
CER240 (K) CER241 (L) CHOL. Las lineas rojas indican la parte inferior de la bicapa
y las negras indican la parte superior.
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El atomo empleado como referencia para el seguimiento del centro de masas
(COM) en los analisis de distribucién y perfiles de densidad, correspondiente al atomo
de oxigeno O1 de cada molécula, aparece indicado en rojo en la Figura 3. Resulta
pertinente remarcar que, para los posteriores analisis de resultados se han
considerado unicamente los ultimos 30 ns de simulacion, periodo en el que el sistema

ha alcanzado el estado estacionario.

3.2 Difusion

La movilidad molecular se ha evaluado mediante los coeficientes de difusion en
el plano lateral (x-y) y en la direcciéon normal (z), proporcionando un indicador directo
de la fase lipidica del sistema (Figura 6). En el plano lateral, los resultados muestran
una marcada heterogeneidad; el acido palmitico (PAL) destaca con un coeficiente de
difusién elevado (= 30 A%/ns), reflejando una alta movilidad dentro de la monocapa por
la corta longitud de su cadena, pero de escasa relevancia, debido a que unicamente
hay dos moléculas de este tipo en el sistema. En contraste, las ceramidas dominantes
(CER3, CERG) y el colesterol presentan una difusién lateral uniforme y moderada (=7

A?/ns), apoyando la formacién de una matriz ortorrémbica con baja fluidez.

En la direccion normal (z), los coeficientes son notoriamente inferiores a los
laterales, lo cual es coherente con una estructura bicapa bien organizada. Las
ceramidas de cadena larga (CER200-CER241) muestran coeficientes de difusién en
z practicamente nulos, subrayando su papel en el mantenimiento de la estabilidad

vertical del estrato cérneo frente a la difusion de agua y solutos.
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Figura 6. Coeficientes de difusion (A%ns) laterales (A) [xy] y normales (B) [z] a la
membrana para cada lipido del sistema.
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3.3 Parametro de orden del deuterio (Scp)

El parametro de orden (Scp) proporciona una medida cuantitativa de la
anisotropia y el grado de empaquetamiento de las cadenas hidrocarbonadas en la
bicapa, siendo fundamental para caracterizar la fluidez del estrato cérneo: valores
cercanos a 0,5 representan un orden maximo a lo largo de la normal de la bicapa
(tipico de fases cristalinas u ortorrombicas), mientras que valores que tienden a 0
indican un desorden total (fase fluida). La férmula empleada para el calculo del Scp es

la siguiente:
Sep = %(3 (cos?8) — 1) ; 8 = dngulo entre el vector C-H y la normal de la bicapa.

En los perfiles obtenidos para el sistema, se observa la caracteristica forma de
meseta donde los valores de orden maximo se localizan en los carbonos centrales de
la cadena (C4-C12), seguidos de una caida pronunciada hacia el metilo terminal
debido al incremento de la libertad conformacional en el nucleo hidrofobico de la
membrana. En el estrato cérneo en condiciones normales, la presencia de acidos
grasos saturados de cadena larga es determinante para mantener la organizacién

ortorrombica densa que garantiza la eficacia de la barrera cutanea.

En cuanto a los acidos grasos libres, se revela un empaquetamiento molecular
altamente estructurado, con valores maximos situados entre 0,35 y 0,45 en la region
central de las cadenas saturadas PAL, BEH y LIGN. Esta estabilidad conformacional
es indicativa de una fase lateral ortorrombica o de gel, configuracién indispensable

para garantizar la funcién barrera frente a la pérdida de agua transepidérmica.

La caida generalizada de los valores hacia los carbonos terminales en todos
los perfiles refleja el incremento caracteristico de la libertad rotacional y el desorden
en el nucleo hidrofébico de la bicapa (Figura 7). En sintesis, el hecho de que la
mayoria de los FFA mantengan valores superiores a 0,35 en la zona media de sus
cadenas respalda que el modelo ha logrado autoorganizarse en una fase ortorrdmbica
muy estructurada, reproduciendo caracteristicas compatibles con una matriz lipidica

altamente ordenada.
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Figura 7. Promedio del parametro de orden para cada acido graso libre. A.PAL
B.STE C.ARA D.BEH E.LIGN

En cuanto al Scp de las ceramidas (Figura 8), se identifica que la cadena acilo
(Cadena 1) mantiene un grado de orden superior a la cadena base de esfingosina
(Cadena 2) en la mayoria de los perfiles analizados, reflejando su papel determinante
en la estabilidad estructural del sistema. Los perfiles obtenidos para las ceramidas
sugieren una asimetria dinamica entre la cadena acilo y la base esfingoide, siendo la
primera significativamente mas organizada en todas las especies analizadas. Las
ceramidas predominantes, CER3 y CERG6, mantienen una meseta de orden elevada
(aproximadamente 0,40) que sustenta la cohesion lateral de la matriz lipidica, mientras
que las variantes de cadena muy larga (CER200-240) actuan como anclajes
estructurales estabilizadores del espesor lamelar. Por su parte, la ceramida CER241
destaca por mostrar una disminucion puntual y drastica del orden alrededor del
carbono 15 de su cadena acilo, evidenciando el desorden local inducido por la
presencia de un doble enlace en esa posicidn. Al igual que en los acidos grasos, el
descenso sistematico del parametro hacia el metilo terminal subraya la fluidez
intrinseca del centro de la membrana en comparacion con la rigidez observada en la

interfaz polar.
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Figura 8. Promedio del parametro de orden de las ceramidas del sistema. En gris se
representa la cadena 1y en rojo la cadena 2. A.CER3 B.CER6 C.CER200 D.CER220
E.CER240 FCER241

Las graficas del parametro de orden Sco muestran diferencias claras entre los
acidos grasos libres y las ceramidas, reflejando el distinto comportamiento estructural
de ambos tipos de lipidos dentro de la membrana del estrato corneo. La diferencia
entre ambos tipos de lipidos tiene su origen en su estructura molecular: mientras que
los acidos grasos libres presentan una unica cadena hidrocarbonada con una cabeza
carboxilica, las ceramidas poseen dos cadenas y grupos funcionales como la amida y
los hidroxilos, que permiten la formacion de redes de enlaces de hidrogeno y
favorecen un mayor grado de organizacién. Ademas, en las graficas de los acidos
grasos se observan caidas mas pronunciadas en los extremos de la cadena,
especialmente en aquellas de menor longitud. En cambio, las ceramidas presentan
curvas mas uniformes y consistentes entre las distintas especies, manteniendo
valores elevados de orden con una menor caida hacia los extremos incluso en
cadenas largas, lo que refuerza su caracter estructural, sugiriendo un

empaquetamiento mas compacto y mantenido.
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Estas diferencias estan directamente relacionadas con la funcién que
desempefian en el estrato cérneo. Las ceramidas constituyen el componente principal
de la matriz lipidica y su elevado Scp es coherente con su papel como elemento
estructural clave en la organizacion lamelar del sistema. Por otra parte, los acidos
grasos libres desempefian un papel de mantenimiento de la impermeabilidad,

reflejado en un Sco mayor que el de las ceramidas.

3.4 Puentes de hidrégeno

El anadlisis de los puentes de hidrégeno es de gran importancia para
comprender la cohesion en la regidn de las cabezas polares. Debido a que el estrato
cérneo no cuenta con fosfolipidos, hay ausencia de grupos fosfato, y son los grupos
amida, hidroxilo y carboxilo los que permiten formar una red especifica de puentes de
hidrogeno. (Figura 9). Los resultados muestran una red de interacciones densa y
ramificada, donde la mayor frecuencia de contactos se localiza en las parejas
formadas por las ceramidas de mayor abundancia, CER3-CERG, y en la interaccion
de estas con el colesterol (CER3-CHOL y CER6-CHOL), con valores promedio que
oscilan entre 10 y 14 enlaces. Estas moléculas actuan como el nucleo estabilizador
del sistema, permitiendo la formacion de una matriz cohesiva. Cabe destacar que, al
ser CER3 y CERG las dos especies mas abundantes del sistema, es coherente que
muestren el mayor promedio de puentes de hidrogeno.

Por otro lado, las ceramidas de cadena muy larga (CER200-241) presentan una
frecuencia de interaccion menor por molécula, lo que sugiere una distribucion mas
dispersa o un rol mas enfocado en el anclaje estructural que en la cohesion lateral
inmediata. El colesterol participa activamente como donador y aceptor frente a las
ceramidas, mientras que su interaccidn con los acidos grasos libres es minima,

reforzando la idea de una segregacion funcional en la interfaz polar (Figura 9).
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Figura 9. Promedio de interacciones de tipo puente de hidrogeno entre parejas de lipidos
del sistema. A. Interacciones con CER3 B. Interacciones con CER6 C. Interacciones con
CERZ200 D. Interacciones con CER220 E. Interacciones con CER240 F. Interacciones con
CER241 G. Interacciones con ARA H. Interacciones con BEH |I. Interacciones con LIGN J.
Interacciones con PAL K. Interacciones con STE.
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3.5 Conformacion final de la bicapa

Figura 10. Conformacion final de la bicapa adquirida tras 800 ns de simulacion.

La conformacion adquirida de manera espontanea por el sistema tras la
simulacién muestra una clara disminucién del grosor en determinadas regiones de la
bicapa. Inicialmente las moléculas se dispusieron de manera organizada, homogénea
y con un orden aleatorio (Figura 4), por lo que el analisis de esta conformacion final
transmite informacion real sobre el comportamiento de la bicapa (Figura 10). Se
observa un notable estrechamiento, formando una morfologia ondulada. Tras el
periodo de simulacion, se observan lipidos que han atravesado el eje de simetria y la
bicapa ya no presenta la alineacion inicial. Como se analizé previamente en el analisis

de COM, no se han observado movimientos de flip-flop.
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Figura 11. Diferentes vistas de la configuracion final de la bicapa lipidica tras 800 ns de
simulacion. Los atomos O1 se muestran en rojo para resaltar la localizaciéon de los
grupos polares. Se observa un nucleo hidrofobico en la zona central de la bicapa y una
interfase polar en la region externa.

En la Figura 11 se han resaltado en rojo los primeros atomos de oxigeno (O1)
de las moléculas, sirviendo de referencia para visualizar con claridad la distribucién
de los grupos polares dentro del sistema, y en gris el agua del sistema. Los atomos
O1 se distribuyen formando dos regiones aproximadamente paralelas
correspondientes a las interfases de cada monocapa, mientras que la region central,
asociada al nucleo hidrofébico de la bicapa, apenas presenta atomos polares y
moléculas de agua, reflejando una correcta segregacion entre las zonas polares y

apolares.
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Las distintas vistas permiten apreciar la continuidad lateral de la bicapa y la
ausencia de defectos estructurales significativos, lo que sugiere que el sistema ha
alcanzado un estado estacionario que conserva la continuidad de la bicapa. Ademas,
la distribucion aproximadamente simétrica de los atomos O1 en ambas monocapas es
consistente con una organizacion homogénea, tipica de sistemas lipidicos altamente

ordenados.

A pesar de la clara segregacion de las regiones polares, se identificaron
algunas moléculas cuyas regiones polares se localizaron de forma puntual en el
interior hidrofobico de la bicapa. Estas posiciones atipicas pueden estar relacionadas
con fluctuaciones locales del sistema, derivada del dinamismo en las interacciones
lipidicas. Junto a estos grupos polares, se encuentra un numero reducido de
moléculas de agua en posiciones internas, lo que indica que al modificar esta interfase
se altera la permeabilidad, por lo que la exclusion del solvente no es absoluta. No
obstante, estos eventos son minoritarios y no parecen alterar la organizacién global

del nucleo hidrofébico.

Las moléculas identificadas en estas posiciones internas corresponden
principalmente a acidos grasos, con mayor representacion de los de menor longitud
de cadena, y a determinadas especies de ceramidas, especialmente CER3 y CERG.
No se detectaron moléculas de colesterol entre estos casos, probablemente debido a
la menor flexibilidad conformacional impuesta por su nucleo esteroideo rigido. En total,
se identificaron 15 moléculas en posiciones atipicas, lo que representa el 3,75 % de
los 400 lipidos que componen el sistema. Por tanto, se trata de un fendmeno
minoritario que no compromete la organizacién general de la bicapa. La mayor parte
de los grupos polares permanece localizada en las interfases externas, mientras que

la regidn central conserva un caracter predominantemente hidrofébico.

En suma, la figura evidencia que el sistema evoluciona hacia una estructura
coherente con la formacion de lamelas compactas y mantenidas, alineada con la
funcién protectora del estrato corneo, sin comprometer la fluidez y correcta adaptacion
del sistema frente a la presencia de corneocitos, que se encuentran embebidos en la

matriz lipidica.
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Figura 12. (A) Distribucion final de los lipidos de la bicapa en vision apical tras 800 ns
de simulacion. En rojo se indican las moléculas de CHOL, en azul las CER y en verde
los FFA. (B) Mapa de grosor local de la bicapa lipidica en el plano x-y tras 800 ns de
simulacion.
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En las figuras 12A y 12B se muestra el mapa de grosor de la bicapa,
proporcionando informacion sobre una distribucidon heterogénea del espesor del
sistema desde una vision apical, evidenciando que la organizacion final del sistema
no es completamente uniforme. Las regiones azuladas corresponden a zonas de
menor grosor, mientras que las zonas verdes, amarillas, naranjas y rojas representan
un aumento progresivo del espesor, sucesivamente. Se observan especialmente
areas de menor grosor en las regiones azuladas de la zona izquierda y central, y un

dominio de mayor grosor en la region inferior derecha del mapa.

Resulta destacable que, en la region de menor grosor localizada en la zona
izquierda de la figura, se observa una menor densidad superficial de lipidos, asociada
a un aumento del area por lipido (APL). Esta organizacion podria estar relacionada
con fendmenos de interdigitacion entre las cadenas hidrocarbonadas de lipidos

pertenecientes a monocapas opuestas, proceso en el que las ceramidas desempenan

un papel relevante.

La interdigitacion (Figura 13) implica la
penetracion parcial de las cadenas alifaticas
de una monocapa en la region hidrofébica de
la monocapa contraria. Es predominante en
el caso de las ceramidas, debido a que la
disposicion de sus dos cadenas
hidrocarbonadas puede favorecer una mayor
separacién entre ellas, incrementando el
area ocupada por cada lipido y facilitando la
intercalacion con las cadenas de ceramidas
0 acidos grasos localizados en la monocapa
opuesta. Como consecuencia, se reduce la

distancia entre las regiones centrales de

ambas monocapas y, por tanto, disminuye el

Figura 13. Interdigitacion entre dos  grosor local de la bicapa.
ceramidas (CER3-CERG6) del sistema.
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Este fendmeno se produce principalmente mediante interacciones hidrofobicas
y fuerzas de dispersién entre las cadenas, sin que sea necesario el establecimiento
de puentes de hidroégeno entre los lipidos de monocapas opuestas, debido a la
carencia de un grupo polar que pudiera actuar como donador.

Dado que se trata de un fenémeno dinamico y local, la interdigitacion puede
verse favorecida cuando dos ceramidas situadas en monocapas opuestas coinciden
espacialmente en una misma regioén de la membrana, permitiendo el entrecruzamiento
transitorio de sus cadenas hidrocarbonadas. En esta region de menor grosor, como
se puede comprobar en la vista apical del sistema, la presencia de moléculas de
colesterol es reducida. Debido a la estructura rigida de la molécula y el elevado
volumen de su nucleo esteroideo, el colesterol favorece un mayor ordenamiento de
las cadenas lipidicas y restringe su movilidad conformacional. Por ello, una menor
concentracion local de colesterol podria estar asociada con una mayor interdigitaciéon

y una reduccion del grosor de la bicapa.

Por el contrario, las regiones representadas mediante tonalidades mas calidas
presentan un mayor grosor local. En estas zonas se observa una mayor densidad
superficial de moléculas y, consecuentemente, un menor valor de APL. Esta
organizacion seria compatible con una disposicion mas densa y menos interdigitada
de las cadenas lipidicas, en la que las dos monocapas mantienen una mayor

separacidn y se encuentra una mayor proporcion de colesterol.

En conjunto, el mapa apoya que la bicapa presenta una heterogeneidad lateral
clara, con dominios de diferente grosor y empaquetamiento. Esta organizacion es
coherente con la segregacion parcial de ceramidas, acidos grasos libres y colesterol
observada en la vision apical, y refuerza la idea de que la capacidad de limitar la
permeacion del estrato cérneo depende no solo de la composicion global del sistema,
sino también de la distribucién espacial y del empaquetamiento local de sus

componentes lipidicos.
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En las figuras 14 y 15, se puede observar la estructura final adquirida por los
lipidos del sistema tras la simulacion de dinamica molecular, representadas en
conjunto e individualmente dentro del entorno de la bicapa, respectivamente. Esta
visualizacion permite analizar de forma detallada la disposicién y orientacion que
adopta cada tipo de lipido tras la autoorganizacién, complementando la informacién

estructural obtenida a nivel global en las figuras anteriores.
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Figura 14. Diferentes vistas de la conformacion final de la bicapa con la estructura
3D final de cada lipido destacada en cian.
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Se observa que los lipidos tienden a presentar conformaciones
mayoritariamente extendidas, con las cadenas hidrocarbonadas orientadas a lo largo
del eje normal de la bicapa. Este comportamiento es consistente con la organizacién
lamelar descrita previamente, en la que las cadenas apolares se disponen hacia el

interior hidrofébico, favoreciendo un empaquetamiento compacto y estable.

Debido a la mayor complejidad estructural de algunos lipidos, especialmente
las ceramidas, se aprecian ligeras curvaturas, flexiones o desviaciones en las
moléculas. Aunque los perfiles del parametro de orden Scp indicaban un grado de
orden similar en ambas familias de moléculas, la visualizacién de las conformaciones
individuales muestra que los acidos grasos libres presentan, en general, estructuras
mas rectilineas y uniformes. Esta diferencia se debe a que los acidos grasos poseen
una unica cadena hidrocarbonada, lo que limita su complejidad estructural.

En contraste, las ceramidas, al estar formadas por dos cadenas, presentan una
mayor variabilidad conformacional, con ligeras curvaturas y desviaciones en sus
cadenas. Por lo tanto, la conformacion uniforme y sin perturbaciones de los acidos
grasos libres refuerza la idea de que favorecen la formacion de la red ortorrdmbica
para minimizar la permeabilidad; mientras que la representacion del colesterol
evidencia su estructura mas rigida y compacta, con un nucleo esteroideo voluminoso
que se inserta entre las cadenas lipidicas, aportando rigidez y modulando el
empaquetamiento del sistema. Esta caracteristica estructural es clave en la regulacién

de la fluidez y estabilidad de la membrana.

En conjunto, las figuras refuerzan la interpretacién obtenida a partir de los
analisis realizados, mostrando como las propiedades estructurales individuales de
cada lipido producen un comportamiento del sistema que da lugar a una bicapa

ordenada, estable y funcional, caracteristica del estrato corneo.
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4. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DEL ESTUDIO DEL ESTRATO CORNEO
MEDIANTE DINAMICA MOLECULAR

El analisis molecular del estrato corneo permite transformar los resultados
estructurales y dinamicos obtenidos en criterios Utiles para el disefio de estrategias
biotecnolégicas. En este contexto, parametros como la difusion, el grado de
empaquetamiento, la organizacion lamelar y la red de puentes de hidrogeno no solo
describen el comportamiento de la matriz lipidica, sino que también permiten
interpretar qué factores favorecen la impermeabilidad de la barrera o, por el contrario,
podrian facilitar la penetracion controlada de moléculas externas. Los resultados
obtenidos muestran que el sistema lipidico del estrato corneo se autoorganiza en una
bicapa estable, con baja difusidn normal, alto grado de orden en las cadenas
hidrocarbonadas y una red de puentes de hidrégeno que contribuye a la cohesién de
la matriz. Estos parametros permiten relacionar directamente la estructura molecular

del sistema con su capacidad para limitar o permitir el paso de moléculas exdgenas.

4.1. Diseno racional de sistemas de liberacion transdérmica

La administracion transdérmica es una alternativa de interés frente a otras vias
de administracion, ya que evita el metabolismo de primer paso, es poco invasiva y
permite una liberacién sostenida del principio activo. Sin embargo, su principal
limitacion es la barrera que presenta del estrato corneo, que actua como la capa
limitante en la absorcién cutanea [15]. Debido a esta matriz lipidica altamente
empaquetada, el paso transversal de moléculas esta fuertemente restringido. No
obstante, los acidos grasos de cadena mas corta, como PAL, presentan mayor
movilidad lateral y eventos puntuales de cruce del plano central de la bicapa, a
diferencia de las ceramidas de cadena larga, que permanecen mas estables y actuan

como elementos estructurales.

Esta diferencia permite plantear el disefio de sistemas de liberacién
transdérmica capaces de aprovechar regiones lipidicas mas dinamicas o de inducir
una disminucién controlada y temporal del empaquetamiento. En este contexto,
vehiculos como niosomas o liposomas deformables fpodrian favorecer la entrada de
principios activos al modificar temporalmente la organizacién de la matriz lipidica sin

comprometer de forma permanente la integridad de la barrera [16].
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4.2. Desarrollo de terapias de reparacién de la barrera cutanea

El conocimiento molecular del estrato cérneo también puede aplicarse al
desarrollo de terapias dirigidas a reparar una barrera alterada. En patologias como la
dermatitis atdpica, la psoriasis, la ictiosis o0 el envejecimiento cutaneo, se han descrito
alteraciones en la composicion lipidica, la longitud de las cadenas de las ceramidas y

la organizacion lamelar.

El analisis de puentes de hidrogeno muestra que las interacciones entre
ceramidas, especialmente CER3-CERG, y entre ceramidas y colesterol, contribuyen
de forma importante a la estabilidad de la bicapa. Por ello, las terapias de reparacion
no deberian basarse unicamente en aportar lipidos de forma inespecifica, sino en
restaurar una organizacion molecular adecuada. Ademas, se ha observado que
pequefias diferencias estructurales pueden afectar a la organizacién de la bicapa. En
concreto, la presencia de un doble enlace en CER241 produce una disminucion local
del parametro de orden, lo que indica que la insaturacion introduce mayor flexibilidad
y desorganizacion conformacional, como sucede en las membranas de pieles
envejecidas o patoloégicas donde el contenido de lipidos insaturados suele incrementar
[17]. Los resultados apoyan el interés de formular mezclas que incluyan ceramidas de
cadena larga, colesterol y acidos grasos libres saturados en proporciones adecuadas.
La dinamica molecular permitiria comparar distintas formulaciones, realizando un
cribado in silico de mezclas con isbmeros especificos (evitando mezclas racémicas
ineficaces) para seleccionar aquellas capaces de reforzar la red de contactos,
aumentar el parametro de orden (Scp) y reducir la difusion anémala observada en

pieles que presentan patologias [12].

4.3. Prediccion de moléculas capaces de atravesar el estrato cérneo

Los resultados de difusion y Sco permiten inferir qué tipo de moléculas tendrian
mayor probabilidad de atravesar el estrato cérneo. La baja difusién normal y el alto
grado de empaquetamiento indican que el paso pasivo estaria limitado, especialmente
para compuestos grandes, cargados o muy hidrofilicos.
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Por ello, las moléculas con mayor potencial de atravesar la bicapa serian
moléculas pequefas, neutras o poco ionizadas, de bajo peso molecular (generalmente
< 500 Da) y con hidrofobicidad moderada (log P entre 1 y 3). Estas se insertarian con
mayor facilidad entre las cadenas hidrocarbonadas y avanzarian a través de regiones
mas dinamicas de la matriz. En cambio, péptidos, proteinas, acidos nucleicos o
moléculas muy polares tendrian una permeacion pasiva muy limitada y requeririan
estrategias adicionales, como nanoparticulas, liposomas, microagujas o promotores
quimicos de penetracion [18]. Desde un punto de vista aplicado, este modelo podria
utilizarse para estudiar farmacos candidatos a administracién transdérmica pasiva,
como antiinflamatorios pequefos, anestésicos locales, hormonas esteroideas o
compuestos lipofilicos de liberacion sostenida. También permitiria evaluar
potenciadores de penetracion quimica capaces de disminuir el Scp, aumentar la

difusion lateral o generar defectos transitorios en la bicapa [12].

4.4. Innovacion en formulaciones dermocosméticas y biomateriales

El estudio del estrato corneo mediante dinamica molecular también puede
aplicarse al desarrollo de formulaciones dermocosméticas avanzadas y biomateriales
inspirados en la piel. Este conocimiento puede emplearse para disefar cremas
lamelares, emulsiones biomiméticas, parches cutaneos o sistemas de liberacion que
reproduzcan parcialmente la organizacidén natural del estrato corneo. En productos
destinados a piel sensible, atdpica o envejecida, el objetivo no debe ser unicamente
aumentar la penetracion de activos, sino preservar o restaurar la integridad de la

barrera [15].
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha analizado, mediante simulacién de dinamica molecular,
el comportamiento estructural y dinamico de un sistema lipidico representativo del
estrato corneo, compuesto por ceramidas, colesterol y acidos grasos libres. Los
resultados obtenidos muestran que el sistema es capaz de autoorganizarse de
manera espontanea en una bicapa estable, con unas propiedades compatibles con
una matriz lipidica altamente organizada. Esta organizacion refleja la capacidad de los
lipidos del estrato corneo para establecer una arquitectura cohesiva, en la que la
correcta disposicion de las regiones polares e hidrofébicas resulta esencial para

mantener la funcién barrera.

El analisis de los centros de masas y de los perfiles de densidad respaldd una
organizacion transversal coherente de los distintos componentes, observandose una
clara separacion entre las interfases polares y el nucleo hidrofébico de la bicapa.
Ademas, los coeficientes de difusion evidenciaron una movilidad lateral limitada y una
difusion normal reducida, caracteristicas asociadas a sistemas compactos y de baja
permeabilidad. No obstante, se observaron diferencias entre los distintos tipos de
lipidos, ya que los acidos grasos de cadena mas corta presentaron una mayor
movilidad relativa, observable en el analisis de centros de masas, mientras que las
ceramidas mostraron un comportamiento mas inalterado en el tiempo, reforzando su

papel como componentes estructurales de la matriz lipidica.

Del mismo modo, el parametro de orden revelé6 un alto grado de
empaquetamiento en la mayoria de las cadenas hidrofébicas, especialmente en las
ceramidas, lo que apoya su contribucidén a la rigidez y estabilidad del sistema. La
presencia de ceramidas de cadena larga favorece una organizacion de baja
porosidad, mientras que pequefias modificaciones estructurales, como la presencia
de insaturaciones, pueden introducir desorden local y alterar el empaquetamiento. Por
otra parte, el estudio de los puentes de hidrégeno puso de manifiesto la existencia de
una red de interacciones polares entre ceramidas y entre ceramidas-colesterol, que

contribuye a la cohesion de la bicapa y a la organizacién de la interfaz lipidica.
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La conformacion final del sistema mostrd, ademas, que la bicapa no presenta
un grosor completamente homogéneo, sino una distribucion lateral heterogénea. El
mapa de grosor permitid identificar regiones de menor espesor, asociadas
probablemente a zonas mas flexibles o menos compactas, y regiones de mayor
grosor, compatibles con dominios enriquecidos en lipidos de cadena larga. Esta
heterogeneidad sugiere la formacion de dominios laterales con distinta organizacion
estructural, lo que indica que la capacidad protectora no depende unicamente de la
composicion global del sistema, sino también de la distribucion espacial de los lipidos

y del grosor local de la matriz.

En conjunto, estos resultados apoyan la idea de que la composicion lipidica y
la naturaleza molecular de cada componente determinan de forma directa el grado de
orden, la movilidad, el grosor y la estabilidad de la barrera cutanea. Aunque el sistema
estudiado es una simplificacion del estrato cérneo, ya que no incluye toda la diversidad
lipidica presente in vivo, el modelo reproduce tendencias biofisicas relevantes y

permite comprender los mecanismos moleculares que subyacen a su funcién barrera.

Desde un punto de vista biotecnologico, los resultados obtenidos permiten
inferir qué propiedades moleculares favorecerian o dificultarian el paso de sustancias
a través del estrato cérneo. La baja difusion normal y el elevado empaquetamiento
observados sugieren que las moléculas grandes, cargadas o muy hidrofilicas tendrian
una permeacion pasiva limitada. En cambio, moléculas pequefas, neutras o poco
ionizadas y con hidrofobicidad moderada podrian insertarse con mayor facilidad en la
matriz lipidica y atravesar regiones mas dinamicas. Esta informacion resulta relevante
para el disefno racional de sistemas de liberacion transdérmica, promotores quimicos
de penetracion y formulaciones capaces de modular temporalmente la regulacion del

paso de sustancias sin comprometer permanentemente la barrera.

Asimismo, el papel estabilizador de las ceramidas, la contribucion de los acidos
grasos libres al empaquetamiento lateral y la participacion del colesterol en la
organizacion de la interfaz lipidica respaldan el interés de desarrollar formulaciones
reparadoras basadas en mezclas lipidicas fisiologicas. Estas formulaciones podrian
orientarse al tratamiento de alteraciones de la barrera cutanea, como la dermatitis
atopica, la psoriasis, la ictiosis o el envejecimiento cutaneo, donde la composicion y

organizacion de la matriz lipidica se encuentran comprometidas.
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Por tanto, este estudio pone de manifiesto el valor de la dinamica molecular
como herramienta para caracterizar sistemas lipidicos complejos y para explorar, a
escala atdbmica, relaciones estructura-funcién dificiles de abordar experimentalmente.
Esta aproximacion permite no solo describir la organizacién molecular del estrato
cérneo, sino también orientar el disefio de nuevas estrategias terapéuticas,
formulaciones dermocosmeéticas, sistemas de liberacién transdérmica y modelos de

reparacion dirigidos a restaurar o modular la integridad de la barrera cutanea.

Figura 16. Vision lateral de la conformacion final de los lipidos de la bicapa tras
800 ns de simulacion.
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